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非 熏 醇 类 晓 皮 激素 竞争 物 (RH-2485) 对 棉铃 虫 
六 龄 幼虫 部 分 组 织 蛋 和 白质 表达 和 体 壁 结构 的 作用 


李 照 民 !， 赵 小 凡 13， 王 金星 !， 王 家 宝 *， 王 胜利 ? 

(1. 山东 大 学 生命 科学 学 院 生 物 系 ， 山 东 济南 “250100;， 2， 山东 省 棉花 研究 中 心 试验 站 ， 山 东 临 清 ”252600) 

摘要 : 棉铃 虫 六 龄 幼虫 经 非 省 醇 类 旷 皮 激素 竞争 物 (RH-248$) 饲 喂 处 理 后 ， 取 部 分 组 织 做 酶 /蛋白 检测 以 
及 切片 光 镜 观察 。 变 性 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 显 示 ， 人 外 理 24 和 48h 幼虫 的 脂肪 体 和 体 壁 的 一 种 主要 蛋白 质 表 达 
量 降 低 ， 非 变性 聚 丙烯 栈 胺 凝 胶 电泳 酷 酶 染色 显示 ，、 处 理 48h 后 血 淋 巴 和 中 肠 有 新 的 酝 酶 同 功 酶 表达 ; 处 理 24 
h 幼虫 的 体 壁 组 织 切 片 出 现 晓 皮 特征 〈 中 表皮 + 内 表皮 圳 泡 化 、 上 表皮 + 外 表皮 与 真皮 细胞 层 分离 )， 以 及 异常 
晓 皮 (真皮 细胞 层 变 薄 )。 这 些 结果 深化 了 RH-2485 杀 虫 机 制 的 认识 。 
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Effect of Non-steroidal Ecdysone Agonist (RH-2485) 
on the Expression of Proteins in Some Tissues 
and the Structure of Body Wall in 
0th-instar Larva Helicoverpa armigera 


LI Zhao-min!, ZHAO Xiao-fan’?3, WANG Jin-xing’, WANG Jia-bao*，WANG Sheng-l? 
(1. Department of Biotogy, College of Life Sciences, Shandong University, Jinan, Shandong 250100, China; 
2. Experiment Farm of Cotton Plant, Cotton Research Institute of Shandong Provirce, Lingqing, Shandong 252600, China) 
Abstract: After 6th-instar larva Helicoverpa armigera was fed on non-steroidal ecdysone agonist RH-2485, proteins 
and esterases in some tissues of them were examined , and the slices of body wall were observed with optical microscopes . 
SDS-PAGE resulted in 由 at the expression of a major protein decreased in fat body and body wall of the group fed for 24h 
and 48 h; Native-PAGE indicated that the expression of new esterases appeared in hemolymph and midgut of the group fed 
for 48 h. The body wall structure of the larva fed for 24 h showed some features of ecdysis (mesocuticle and endocuticle 
became vacuoles ，and epicuticle and exocuticle separated from epidermis), and abnormal ecdysis (epidermis became ob- 


viously thinner than normal one). These results enhanced our knowledge of the mechanism of RH-2485 killing 
Helicoverpa armigera . 
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非 举 醇 类 蛇 皮 激素 竞争 物 ， 又 称 RH - 化合物， ” 皮 ， 从 而 控制 害虫 (Palli et al，1996)。 与 传统 农 
是 由 美国 Rohm and Haas 公司 在 80 年 代 偶 然 发 现 药 相 比 ，RH - 化 合 物 具 有 全 新 的 杀 虫 机 制 ， 它 通 
并 发 展 起 来 的 新 型 杀 虫 剂 。 已 经 证 明 该 类 化 合 物 模 过 调控 和 干扰 昆虫 正常 的 生理 活动 达到 控制 害虫 的 
拟 昆 虫 体内 的 晓 皮 激素 ， 引 起 虫 体 致死 性 提前 贱 有 目的。 棉铃 虫 ( Helicoverpa armigera Hiibner) 是 严 
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重 危害 棉花 的 害虫 ， 目 前 主要 采用 化 学 农药 防治 ， 
由 于 其 抗 药性 发 展 很 快 ， 给 防治 带 来 困难 。Ishaaya 
et al (1995) 和 Li et al (2002) 曾 报 道 ，RH-2485 
通过 模拟 晓 皮 激 素 引 起 昆虫 致死 性 晓 皮 。 我 们 用 
RH-2485 饲 喂 棉铃 虫 六 龄 幼虫 ,然后 测定 处 理 虫 体 
的 蛋白 质 和 酯 酶 同 功 酶 的 表达 ， 并 观察 体 壁 结构 的 
变化 ， 以 进一步 确定 其 杀 虫 机 制 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材 料 

棉铃 虫 成 虫 采 自 临 清 市 郊区 的 山东 省 棉花 研究 
中 心 试验 农场 ， 置 温度 (28 + 1) CC、 相对 湿度 
(50+10) % 的 室内 ， 饲 以 5S% 芒 糖水， 孵化 产 王 的 
卵 ， 繁 育 出 的 幼虫 饲 以 人 工 饲 料 。 一 龄 和 二 龄 幼虫 
24h 光照 ,三 龄 以 上 幼虫 14h 光照 、10h 黑暗 。 

RH-2485 由 美国 Rohm and Haas 公司 提供 ， 非 
水 溶性 制剂 ， 纯 度 二 95%， 溶解 于 分 析 纯 异 丙 醇 
中 。 其 他 试剂 均 为 分 析 纯 和 化 学 纯 。 
1.2 实验 方法 
1.2.1 取材 将 1nL 含 1000ng RH-2485 的 异 再 
醇 溶 液 滴 加 到 饲料 (3 mm3) 上 ， 饲 喂 进入 六 龄 不 
超过 1 h 的 棉铃 虫 幼虫 。 在 处 理 24h 和 48h 后 ,各 
取 幼 虫 5 头 。 在 冰 浴 条 件 下 ， 用 移 液 枪 吸取 缓冲 液 
Buffer A (10 mmol/L Tris-HCL，PpH 7, 1 mmol/L 
EDTA，1 mmol/L 8 - 萄 基 乙醇 ) 冲洗 幼虫 ， 取 出 
体腔 中 的 血 淋 巴 ， 离 心 去 除 沉淀 ; 然后 再 从 该 幼虫 
中 分 离 出 脂肪 体 、 中 肠 和 体 壁 ， 经 Buffer A 漂洗 后 
分 别 置 于 匀 浆 器 中 ， 加 入 1 mL Buffer A 匀 浆 1~2 
min， 低 温 离心 10 min，10 000 r/min (TGL-166G 离 
心机 ， 上 海安 亭 科 学 仪器 三 )。 取 上 清 液 ， 用 Lowry 
法 (Lowry et al，1951) 测定 血 淋 巴 、 脂 肪 体 、 中 
肠 和 体 壁 组 织 匀 浆液 中 的 蛋白 质 含 量 后 ， 分 装 保存 
于 - 20 皂 备 用 。 对 照 取 未 经 RH-2485 处 理 的 个 体 5 
头 ， 以 同样 方法 制备 样品 。 
1.2.2 蛋白质 表 达 变 化 检测 ”根据 Laemmli 方法 
(Laemmli，1970)， 采用 变性 素 丙 烯 酰胺 凝 胶 电泳 
(SDS-PAGE)， 检 测 脂肪 体 和 体 壁 中 的 蛋白 质 表 达 
变化 。 胶 浓度 为 12.5%， 电压 100V， 考 马 氏 亮 蓝 
染色 。 
1.2.3 酯 酶 同 工 酶 表达 差异 检测 ”用 非 变性 娶 丙 
烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (Native-PAGE ) 法 ， 测定 血 淋 巴 
和 中 肠 的 酯 酶 表达 差异 。 染 色 方 法 : 用 20 mg 坚 牢 
蓝 (Fast Blue RR Salt) 溶解 于 25 mL 0,2 mol/L 


NaH2PO4、5 ml 0.2 mol/L NazHPO4、20 mL 双 蒸 水 
和 0.75 mL 1% ac- 蔡 乙 酸 (丙酮 中 ) 混合 液 中 ， 
过 滤 后 染色 ， 至 带 型 清晰 为 准 ， 用 3% 的 醋酸 终止 
反应 并 保存 (Hu & Wan，1985)。 

1.2.4 体 壁 组 织 切片 及 染色 取 RH-2485 处 理 24 
h 的 棉铃 虫 六 龄 幼虫 的 体 壁 进行 石蜡 包 埋 ， 切 片 ， 
苏 木 精 - 署 红 (HE) 染色 (Rui et al，1980)。 以 
同样 的 方法 取 异 丙 醇 处 理 248h 后 的 个 体 包 埋 ， 切 
片 ， 染 色 ， 作 为 阴性 对 照 。 


2 结 果 


2.1 蛋白 质 表 达 变 化 

SDS-PACE 结果 显示 ，RH-2485 处 理 后 的 脂肪 
体 和 体 壁 中 和 蛋白质 表 达 发 生变 化 ， 主 要 表现 为 一 种 
分 子 量 在 80 kDa 左右 的 蛋白 质 表 达 量 较 对 照 下 降 ， 
而 其 他 蛋白 质 组 分 的 表达 与 对 照相 比 没有 明显 差异 
(图 1)。 
2.2 酯 酶 同 工 酶 表达 差异 

RH-2485 处 理 24h 后 ， 在 血 淋 巴 和 中 肠 中 未 检 
测 到 可 见 的 酯 酶 表达 差异 ; 而 处 理 48h 后 ， 有 新 的 
酯 酶 带 出 现 (图 2)。 
2.3 体 壁 结构 的 变化 

通过 光 镜 观察 ， 对 照 棉铃 虫 体 壁 由 外 向 内 可 以 
区 分 出 3 个 明显 的 结构 ， 分 别 鉴定 为 : 上 表皮 + 外 
表皮 ; 中 表皮 + 内 表皮 ; 真皮 。RH-2485 处 理 后 的 
幼虫 体 壁 较 对 照 有 明显 变化 : 中 表皮 + 内 表皮 部 位 
出 现 者 泡 ， 上 表皮 + 外 表皮 与 真皮 细胞 之 间 形 成 大 
的 间隙， 真皮 细胞 层 明 显 变 薄 (图 3)。 
3 讨 论 

本 实验 结果 表明 ， 饲 喂 幼 虫 RH-2485 后 ， 尽 管 
其 脂肪 体 和 体 壁 中 多 数 蛋 白质 的 表达 变化 不 明显 或 
相对 较 小 ， 然 而 却 有 一 种 主要 的 蛋白 质 表达 减少 。 
这 可 能 与 虫 体 进入 晓 皮 状态 有 关 。 因 旷 皮 时 ， 幼 虫 
停止 取 食 ， 可 能 使 脂肪 体 中 蛋白 质 的 合成 速度 减 
缓 ; 而 晓 皮 反应 发 生 的 皮层 洲 离 ， 则 可 能 使 体 壁 中 
和 蛋白质 的 分 解 速度 加 快 ; 从 而 使 该 主要 和 蛋白质 表达 
量 降低 。 我 们 还 发 现 ， 饲 咀 RH-2485 后 ， 虽 然 在 酯 
酶 同 工 酶 表达 的 总 量 上 没有 检测 到 明显 差异 ， 但 其 
酶 谱 发 生 了 明显 变化 : 血 淋 巴 和 中 肠 有 新 的 酯 酶 带 
出 现 。 新 酯 酶 的 生理 作用 尚 不 清楚 ， 但 我 们 认为 可 
能 是 幼虫 进入 晓 皮 状态 的 分 子 标记 。 由 于 蛋白 
质 组 成 的 变化 源 于 基因 表达 的 变化 ,因此 RH-2485 
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图 1 和 饲 RH-2485 的 棉铃 虫 六 龄 幼虫 脂肪 体 和 体 壁 中 蛋白 质 的 SDS-PAGE 
Fig.1 SDS-PAGE of proteins from fat bodies and body walls of Helicoverpa armigera 


6th-instar larvas fed RH-2485 


泳 道 1， 标 准 分 子 量 蛋 白质 ; 泳 道 2~ 5 为 24h 样品 ， 分 别 为 对 照 脂肪 体 、 处 理 脂 肪 体 、 对 照 体 壁 和 处 理 体 壁 ; 泳 道 6~9 为 


相应 的 48 h 样品 。 蛋 白质 加 样 量 100 kg， 胶 浓度 12.5% 


Lane 1, protein markers; lanes 2 —5 are samples in 24 h, which are control fat bodies, treated fat bodies, eontrol body walls, and 


treated body walls, respectively; lanes 6 - 9 are same samples as lanes 2—5 but in 48 h. 100 jg proteins per lane, 12.5% gel， 





图 2 饲 喂 RH-2485 的 棉铃 虫 六 龄 幼虫 血 淋 巴 和 中 肠 酯 酶 的 Native-PAGE 


Fig.2 Native-PAGE of the esterases from hemolymph and midgut of Helicoverpa armigera 


6th-instar larvas fed RH-2485 


沪 道 1 ~ 4 为 24h 样品 ， 分 别 为 对 照 血 淋 巴 、 处 理 血 淋 巴 、 对 照 中 肠 和 处 理 中 肠 ; 泳 道 5 ~ 8 为 相应 的 48 h 样品 。 加 样 量 50 


4g，10% 胶 浓度 。 


Lanes 1 - 4 are samples in 24h, which are control hemolymph, trealed hemolymph, control midgets, and treated midgets, respective- 


ly; lanes 5 - 8 are same samples as lanes 1 -4 but in 48 h. S50 pg proteins per lane, 10% gel. 


处 理 后 体 壁 和 脂肪 体 蛋 白质 ， 以 及 中 肠 和 血 淋 巴 酯 
酶 的 变化 ， 说 明 幼 虫 基 因 表 达 发 生 了 改变 。 由 于 每 
个 处 理 均 为 5 头 ， 基 本 排除 了 个 体 差 异 ， 所 以 这 些 
蛋白 质 表 达 的 差异 应 该 是 RH-2485 作用 的 结果 。 
酯 酶 变化 在 48 h 处 理 组 才 检 测 到 ， 说 明 RH-2485 
对 酯 酶 的 作用 并 后 。 

组 织 切片 表明 ， 饲 喂 RH-2485 24 h 后 ,幼虫 
的 体 壁 结构 发 生 明 显 变化 : 出 现 了 中 表皮 + 内 表皮 
赛 泡 化 ， 以 及 上 表皮 + 外 表皮 与 真皮 细胞 分 离 等 虹 
皮 相 关 特 征 ; 并 有 真皮 细胞 层 变 薄 的 异常 赔 皮 现 
象 。 这 些 变化 很 可 能 与 RH-2485 处 理 后 ,诱导 幼 


虫 进入 非 正 常 晓 皮 状态 (Li et al，2002) 有 关 。 

Palli et al (1996) 报道 ，RH-5992 的 作用 机 理 
是 诱导 晓 皮 调节 转录 因子 产生 ， 从 而 使 昆虫 进 人 致 
死 性 提前 晓 皮 。 不 过 RH-5992 诱导 的 幼虫 非 正 常 
晓 皮 的 其 他 生化 和 形态 的 变化 均 没 有 进一步 的 研究 
报道 。 本 研究 结果 显示 了 通过 RH-2485 诱导 棉铃 
虫 幼虫 进入 非 正 常 赔 皮 状 态 后 ， 虫 体 在 蛋白 质 和 本 
酶 同 工 酶 表达 方面 的 相关 变化 以 及 体 壁 结构 的 变 
化 。 我 们 推测 ， 由 于 这 些 生化 因子 的 变化 ， 扰 乱 了 
幼虫 的 正常 生理 功能 ， 造 成 体 壁 结构 异常 ， 进 而 导 
致 畸形 、 脱 水 、 晓 皮 异 常 ， 最 终 死亡 。 
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图 3 饲 喂 RH-2485 的 棉铃 虫 六 龄 幼虫 体 壁 的 组 织 切 片 
Fig.3 Tissue slices of body walls from Helicoverpa armigera 6th-instar larvas fed RH-2485 
Ep + Ex: 上 表皮 + 外 表皮 〈Epicuticle + Exocuticle); Me+ En: 中 表皮 + 内 表皮 《Mesocuticle + Endocuticle); Epd; 真皮 (Epi- 


dermis )。 


A. 对 照 (Control); B、C、D. 处 理 24h 后 的 不 同 个 体 (From different larvas treated in 24 h)。 


标尺 (Scale); 1:200 pm。 
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